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EKSTRAKSI PROTOPORFIRIN IX DARI KERABANG TELUR PUYUH (Cortunix cortunix) DAN 
KOMPLEKSASINYA DENGAN Ni(II) SERTA POTENSINYA SEBAGAI PEWARNA KAIN ALAMI. Protoporfirin 
IX merupakan suatu pigmen warna yang terdapat pada kerabang telur puyuh. Karena sifat pewarna alami yang 
mudah luntur, maka perlu dilakukan kompleksasi dengan ion logam. Peneltian ini bertujuan untuk menentukan 
kondisi optimum dari reaksi kompleksasi protoporfirin IX dengan ion logam Ni(II) menggunakan Response 
Surface Methodology (RSM) dengan central composite design 3
3
 model kuadratik yang dimodifikasi. Faktor yang 
digunakan adalah variasi pH (X1), rasio (X2), dan waktu reaksi (X3). Hasil ekstraksi protoporfirin IX yang telah 
dilakukan memiliki konsentrasi sebesar 0,01% (b/b) dari ekstrak kering. Hasil serapan kompleks Ni(II)-
protoporfirin IX yang didapat menunjukkan adanya pergeseran sebesar 4 nm dari serapan protoporfirin IX dan 9 
nm dari serapan larutan Ni(II). Kondisi optimum yang diperoleh adalah pada pH 3,16 ; rasio 1:10,98 ; dan waktu 
65,98 menit melalui persamaan polinomial orde 2 : 
 
 




EXTRACTION OF PROTOPORPHYRIN IX FROM QUAIL EGGSHELL (Cortunix cortunix) AND ITS 
COMPLEXATION WITH Ni (II) AS NATURAL FABRICS DYES. Protoporphyrin IX is a color pigment found in 
the quail eggshell. Due to the nature of the natural dyes that easily fade, it is necessary to do the complexation 
with metal ions. This study aims to determine the optimum condition of the reaction complexes of protoporphyrin 
IX with Ni (II) metal ions using Response Surface Methodology (RSM) with 33 modified quadratic center 
composite design. Factors used were variation of pH (X1), ratio (X2), and reaction time (X3). The concentration 
of protoporphyrin IX obtained from extraction was 0.01% of the dried extract. The result of the Ni (II)-
protoporphyrin IX adsorption showed a shift of 4 nm from protoporphyrin IX and 9 nm absorption from Ni (II) 
solution absorption. The optimum condition obtained was at pH 3.16; ratio 1: 10,98 through the 2nd order 
polynomial equation : 
 
. 





Pewarna alami merupakan pewarna 
alternatif yang kini mulai dikembangkan. 
Pewarna alami lebih banyak diperoleh dari 
tanaman ataupun hewan berupa pigmen warna 
seperti klorofil, tanin, karotenoid, biliverdin, 
protoporfirin IX, dan antosianin (Haerudin dan 
Farida 2017). Salah satu sumber pewarna alami 
adalah kerabang telur puyuh.  
Produksi telur puyuh sendiri mengalami 
peningkatan dari tahun 2013 hingga tahun 2017 
(Kementerian Pertanian RI 2017). Faktor 
peningkatan produksi telur puyuh inilah yang 
membuat limbah kerabang telur puyuh juga 
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semakin meningkat setiap tahunnya. Selama ini 
masih sedikit pemanfaatan dari limbah kerabang 
telur puyuh. Pada penelitian Kombado, 
Kristijanto, dan Hastuti (2014), mulai 
dimanfaatkan ekstrak kasar pada kerabang telur 
sebagai pewarna batik alami. 
Salah satu pigmen yang terdapat pada 
kerabang telur puyuh adalah protoporfirin IX 
yang memberikan warna kecoklatan berbintik-
bintik hitam yang tidak beraturan (Kennedy dan 
Vevers 1973). Protoporfirin IX adalah suatu 
senyawa organik yang mengandung empat 
cincin pirol, suatu cincin segi lima yang terdiri 
dari empat atom karbon dengan atom nitrogen 
pada satu sudut (Kombado, Kristijanto, dan 
Hastuti 2014). Protoporfirin IX inilah yang 
menjadi potensi sebagai pewarna alami, namun 
kelemahan pewarna alami adalah mudah luntur 
dan mudah kusam (Prabhu dan Teli 2014). 
Salah satu cara untuk memperkuat daya tahan 
kelunturan pewarna alami dapat dilakukan 
penambahan mordan atau kompleksasi dengan 
ion logam. 
Protoporfirin IX yang memiliki empat atom 
nitrogen mampu mengikat ion logam seperti 
magnesium, besi, seng, nikel, kobal, tembaga 
dan perak (Biesaga, Pyrzyn, dan Trojanowicz 
2000). Pigmen protoporfirin IX dapat diisolasi 
dari kerabang telur puyuh melalui metode 
ekstraksi. Ekstraksi protoporfirin IX dilakukan 
menggunakan metode maserasi dalam suasana 
asam dengan asam klorida dan pelarut metanol 
dengan perbandingan 1:2 (Wang et al. 2007). 
Porfirin memiliki spektrum sinar tampak kuat 
pada kisaran 400 nm - 450 nm disebut sebagai 
Soret, dan 500 nm - 700 nm terdapat 4 puncak 
berbeda disebut dengan puncak Q (Gottfried 
2015). Namun, masih sedikit penelitian yang 
melakukan kompleksasi ion logam dengan 
ekstrak protoporfirin  IX dari kerabang telur 
puyuh. Logam yang bisa dikompleksasi dengan 
protoporfirin IX adalah ion logam Ni(II).  
Penggunaan ion Ni(II) dilakukan karena 
memiliki kemampuan untuk berkoordinasi 
dengan berbagai macam ligan yang didukung 
dengan energi penstabilan medan kristal Crystal 
Field Stabilization Energy (CFSE) yang 
cenderung sedang dibandingkan ion logam 
transisi deret pertama lainnya, sehingga mudah 
membentuk senyawa kompleks (Cotton dan 
Wilkinson 1984). Ion logam Ni(II) memiliki ionic 
radius (jari-jari ionik) pada kisaran 69 pm (El-
deen 2016). Jari-jari ini sesuai dengan sifat 
porfirin yang mampu beriktan dengan ion logam 
yang memiliki ionic radius pada kisaran 70 pm 
(Kilian, Pęgier, dan Pyrzyńska 2016). 
Kompleksasi ini juga dilakukan untuk mengikat 
dan memperkuat warna agar pewarna alami 
dapat bertahan dari kelunturan dan tidak mudah 
kusam (Samanta dan Konar 2011). Penelitian 
kompleksasi protoporfirin IX dengan ion logam 
telah banyak dilakukan, namun untuk penelitian 
kompleksasi protoporfirin IX yang didapat dari 
ekstrak kerabang telur puyuh baru dilakukan 
dengan dua ion logam yakni Cu(II) dan Al(III) 
(Prantisa, Martono, dan Riyanto 2017; Saputra, 
Martono, dan Riyanto 2017). 
Prospek aplikasi dari penelitian ini 
mengarah kepada kegunaan ekstrak 
protoporfirin IX sebagai pewarna kain alami. 
Adapun sifat dan karakteristik yang harus dimiliki 
oleh pewarna kain alami adalah kestabilan 
warna, meliputi intensitas warna dan ketahanan 
terhadap kelunturan oleh beberapa kondisi 
seperti pencucian, pH, suhu, dan paparan sinar 
matahari (Wijana et al. 2015; Anzani, Pulungan, 
dan Lutfi 2016; Sofyan dan Failisnur 2014). 
Intensitas warna diukur menggunakan 
persamaan Kubelka-Munk (K/S), dimana nilai 
dari K/S semakin tinggi maka warna yang terlihat 
semakin kuat dan tua (Sofyan and Failisnur 
2014). Pengukuran nilai K/S melibatkan nilai 
reflektansi serapan pada panjang gelombang 
tertentu yang menujukan terbentuknya ikatan 
antara logam-pewarna dengan serat kain 
(Sunaryati, Hartini, dan Tekstil 2000; Mirjalili dan 
Karimi 2013). Adapun nilai yang dibutuhkan 
untuk ketahanan luntur berbagai kondisi harus 
mencapai nilai 4-5 untuk dikategorikan baik-baik 
sekali (Anzani, Pulungan, dan Lutfi 2016; Sofyan 
dan Failisnur 2014). 
Berdasarkan latar berlakang yang ada, 
penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
optimasi reaksi kompleksasi antara ekstrak 
protoporfirin IX kerabang telur puyuh dengan ion 
Ni(II) berdasarkan variasi pH, waktu reaksi dan 
rasio konsentrasi ion Ni(II)
 
dengan ekstrak 
protoporfirin IX kerabang telur puyuh dan 
menentukan faktor yang berpengaruh pada 
reaksi kompleksasi yang terjadi. 
Adapun penelitian ini dilakukan guna 
mencari tahu kondisi optimum ikatan kompleks 
yang terjadi, sehingga mampu meningkatkan 
kestabilan warna meliputi ketahanan warna dan 
intensitas warna yang kemudian mampu 
diaplikasikan sebagai pewarna kain alami. 
 
BAHAN DAN METODE 
 
Bahan  
Sampel limbah kerabang telur puyuh 
diperoleh dari pedagang di Pasar Salatiga. 
Bahan yang digunakan meliputi HCl(p) , metanol, 
NiSO4•6H2O, dan larutan buffer CH3COONa/ 
CH3COOH. Semua bahan yang digunakan 
berderajat PA (Pro-Analysis) diperoleh dari 
Merck. 
Piranti yang digunakan dalam penelitian ini 
diantaranya spektrofotometer UV/Vis (Optizen 
2120), neraca dengan ketelitian 0,01 g (Ohaus 
TAJ601), neraca analitis dengan ketelitian       
0,1 mg (Ohaus PA214), pH meter (Hanna HI 
9812), shaker (IKA Labortechnik KS501 digital), 
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Preparasi Sampel (Kombado, Kristijanto, dan 
Hastuti 2014) 
Kerabang telur puyuh dicuci dan 
dikeringkan dalam dryer cabinet selama 24 jam. 
Setelah kering sampel dihaluskan dan kemudian 
diayak dengan ukuran 20 mesh. 
 
Ekstraksi Protoporfirin IX (Prantisa, Martono, 
dan Riyanto 2017; Wang et al. 2007 yang 
dimodifikasi) 
Metode ekstraksi yang digunakan adalah 
metode maserasi. Seberat 50,00 g serbuk 
kerabang telur puyuh dimaserasi kedalam 
metanol 96% yang mengandung HCl(p) dengan 
perbandingan metanol dan HCl(p) 2:1 (
v
/v). 
Sampel dilakukan maserasi secara bertingkat 
dengan waktu masing-masing perendaman 
selama satu jam pada suhu ruang dengan 
menggunakan shaker pada kecepatan 85 rpm. 
Maserasi dilakukan hingga diperoleh larutan 
yang jernih atau tidak mengandung protoporfirin 
IX lagi.  
 
Kompleksasi (Prantisa, Martono, dan Riyanto 
2017; Saputra, Martono, dan Riyanto 2017 
yang dimodifikasi) 
Kompleks Ni-protoporfirin IX dibuat 
dengan cara mereaksikan ekstrak protoporfirin 
IX dan ion logam Ni(II) dengan perbandingan 
mol 1:10; 1:11; dan 1:12.  Ekstrak protoporfirin 
IX diatur pH-nya (2; 4; dan 6) dengan 
menambahkan larutan buffer CH3COONa/ 
CH3COOH  dan HCl 0,1 M. Reaksi dilakukan di 
dalam labu tertutup dengan suhu 50 
o
C 
menggunakan ultrasonicator pada variasi waktu 
reaksi 30 menit; 60 menit; dan 90 menit. 
Analisa pembentukan kompleks Ni-
protoporfirin IX berdasarkan pemindaian 
spektrofotometer UV/Vis pada kisaran panjang 
gelombang 300 nm - 900 nm. 
  
Analisa Data (Heleno et al. 2016) 
Optimasi reaksi kompleksasi dilakukan 
dengan metode Response Surface Methodology 
(RSM). Desain optimasi menggunakan model 3
3
 
central composite design dengan tiga variabel 
dan tiga level faktor. Sebagai variabel yaitu pH 
(X1), rasio larutan Ni(II) dengan ekstrak 
protoporfirin IX kerabang telur puyuh (X2), dan 
waktu reaksi (X3). Faktor X1 meliputi pH 2; 4; dan 
6. Faktor X2 meliputi rasio ekstrak protoporfirin 
IX kerabang telur puyuh dan larutan logam Ni(II) 
1:10; 1:11; dan 1:12 (mol/mol). Faktor X3 
meliputi waktu reaksi 30 menit; 60 menit; dan   
90 menit. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Ekstraksi Protoporfirin IX 
Protoporfirin IX yang didapat dari hasil 
ekstraksi memiliki konsentrasi sebesar 0,01% 
b
/b 
dari ektrak kering. Protoporfirin IX yang didapat 
dipindai menggunakan spektrofotometer UV/Vis 
pada kisaran panjang gelombang 300 nm -    
700 nm. Hasil spektra yang diapat menunjukkan 
adanya satu puncak utama (Soret) pada panjang 
gelombang 408 nm dan dua puncak 
pendamping (Q-band) pada panjang gelombang 
556 nm dan 598 nm. Adapun hasil spektra 








Gambar 1. Spektra protoporfirin IX dengan pelarut metanol-HCl(p) pada kisaran 300 nm sampai dengan 700 nm 













Panjang gelombang (nm) 
 








Hasil serapan yang didapat menunjukkan 
kesesuaian terhadap penelitian Gottfried (2015) 
yang menyatakan bahwa senyawa turunan 
porfirin memiliki serapan kuat (Soret) pada 
kisaran panjang gelombang 400 nm - 450 nm 
dan serapan lemah pada kisaran panjang 
gelombang 500 nm - 700 nm. Dalam penelitian 
ini protoporfirin IX muncul pada serapan kuat di 
408 nm dan 2 serapan lemah di 556 nm dan   
598 nm. Jika dibandingkan dengan penelitian 
Fagadar-cosma et al. (2014) didapat serapan 
kuat dari senyawa turunan porfirin yakni 5-(4-
pyridyl)-10,15,20-tris(3,4-dimethoxyphenyl) 
porfirin pada 423 nm dan terdapat 4 serapan 
lemah di 516 nm; 553 nm; 593 nm; dan 650 nm 
dalam pelarut metanol dan HCl 0,1N. Hal ini 
dikarenakan perbedaan subtituen dari tiap 
senyawa turunan porfirin yang ada sangat 
berpengaruh dan pelarut yang digunakan. 
Namun hasil keduanya masuk dalam kisaran 
serapan senyawa porfirin. Hal ini diperkuat pada 
penelitian Prantisa, Martono, dan Riyanto 
(2017); Saputra, Martono, dan Riyanto (2017) 
yang memperoleh serapan UV/Vis protoporfirin 




Kompleksasi dilakukan dengan 
mencampurkan larutan Ni
2+
 dengan ekstrak 
protoporfirin IX dengan perbandingan mol  
9,32:1 ; 10:1 ; 11:1 ; 12:1 ; dan 12,68:1. Adapun 
spektra Ni
2+
 yang digunakan dapat dilihat pada 
Gambar 2. Serapan panjang gelombang Ni
2+
 
yang didapat tidak berbeda jauh dengan 
penelitian Liu, Migdisov, dan Williams-Jones 
(2012) yakni pada panjang gelombang 395 nm, 
658 nm dan 722 nm. 
Spektra Ni(II) yang diperoleh 
menunjukkan bahwa pada panjang gelombang 





kisaran panjang gelombang ~500 nm - 350 nm, 
sedangkan pada panjang gelombang 658 nm 







pada kisaran panjang gelombang 800 nm -    
500 nm (Cotton dan Wilkinson 1984). 
Hasil serapan dari kompleksasi 
protoporfirin IX dan Ni
2+
 didapat pada panjang 
gelombang 404 nm untuk serapan puncaknya, 
sehingga terjadi pergeseran sebesar 4 nm ke kiri 
dari puncak serapan senyawa protoporfirin IX 
dan 9 nm dari puncak serapan Ni
2+
.  
 Hasil spektra serapan UV/Vis kompleks 
dapat dilihat pada Gambar 3. Pada penelitian 
Eiro dan Heinonen (2002) menunjukkan 
pergeseran minimum sebesar 2,5 nm dalam 
reaksi. Pada penelitian Triyani, Suhartana, dan 
Sriatun (2013) didapat pergeseran serapan 
sebesar 8 nm pada senyawa kompleks Ni(II)-
sulfanilamid. Maka hasil yang diperoleh telah 
menunjukkan terbentuknya senyawa Ni(II)-
protoporfirin IX. Hal ini dikarenakan pada 
serapan kompleks bergeser pada panjang 
gelombang yang lebih pendek dari panjang 
gelombang protoporfirin IX semula (Triyani, 
Suhartana, dan Sriatun 2013). 
Data absorbansi pada panjang gelombang 
maksimum 404 nm dianalisa menggunakan 
metode Response Surface Methodology (RSM) 
dengan desain 3
3
 central composite design. 












Panjang gelombang (nm) 
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Gambar 3. Hasil serapan uv/vis ekstrak protoporfirin IX, larutan NiSO4, dan kompleks dengan kombinasi pH 2 
rasio 1:10 waktu 30 menit 
 
 
Tabel 1. Analisa Varian Respon Absorbansi 404 nm 
 




Model 13 0,15 0,012 108,15 <0,0001 Signifikan 
pH 1 0,030 0,030 279,47 <0,0001  
Rasio 1 0,001152 0,001152 10,64 0,0172  
Waktu 1 0,004513 0,004513 41,68 0,0007  
pH*Rasio 1 0,000008 0,000008 0,074 0,7949  
pH*Waktu 1 0,0000845 0,0000845 0,78 0,4110  
Rasio*Waktu 1 0,002965 0,002965 27,38 0,0020  
pH
2 
1 0,030 0,030 276,73 <0,0001  
Rasio
2 
1 0,058 0,058 532,91 <0,0001  
Waktu
2 
1 0,027 0,027 253,63 <0,0011  
pH*Rasio*Waktu 1 0,0009245 0,0009245 8,54 0,0266  
pH
2
*Rasio 1 0,000005349 0,000005349 0,049 0,8315  
pH
2
*Waktu 1 0,005844 0,005844 53,97 0,0003  
pH*Rasio
2 
1 0,003749 0,003749 34,63 0,0011  
Sisa 6 0,0006496 0,0001083    
Lack of Fit 1 0,00004078 0,00004078 0,33 0,5879 Tidak signifikan 
Pure of Fit 5 0,0006088 0,0001218    




Hasil analisa pemodelan polinomial orde 
dua pada penelitian ini dapat dituliskan dalam 
bentuk persamaan matematika pada persamaan 




Y menunjukkan respon absorbansi 404 nm, X1 
menunjukkan faktor pH, X2 adalah faktor rasio 
dan X3 merupakan faktor waktu. 
Data pada Tabel 1 menunjukkan bahwa 
model yang digunakan sudah sesuai (signifikan) 
dimana nilai P < 0,05. Pada Tabel 1 juga 
menunjukkan adanya interaksi yang terjadi 
antara rasio dengan waktu dan interaksi 
ketiganya (pH, rasio, dan waktu) yang 
ditunjukkan pada Gambar 4a dan Gambar 4b. 
Hasil analisa pada Tabel 1  juga menunjukkan 
bahwa faktor pH, rasio, dan waktu signifikan 
dilihat dari nilai P < 0,05, sehingga baik pH, 
rasio, waktu dan interaksi yang terjadi sangat 
berpengaruh dalam reaksi kompleksasi Ni(II)-
protoporfirin IX. 
Hal ini sesuai dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Christensen dan Christensen 
(2000); Fujii et al. (2014); Lestari dan Aulia 
(2014) yang menunjukkan adanya pengaruh pH 
terhadap pembentukan kompleks. Pada 
penelitian yang dilakukan oleh Pekel dan Guven 
(1999) menunjukkan adanya pengaruh rasio 
konsentrasi antara logam dan ligan terhadap 
pergeseran serapan UV/Vis. Menurut Atkins et 
al. (2010) sifat dari ligan dapat mempengaruhi 
laju reaksi. Sehingga dapat dikatakan bahwa 
reaksi kompleksasi sangat dipengaruhi oleh 
faktor-faktor tersebut. 
Nilai Lack of Fit yang didapat tidak 
signifikan menunjukkan bahwa data yang 
dianalisa atau disebut data aktual tidak berbeda 
jauh dengan data prediksi hasil pemodelan, 
dilihat dari nilai P > 0,05. Hal ini juga dapat 
dilihat pada Gambar 5. pada grafik tersebut 
didapat bahwa jumlah titik yang ada terbagi rata 
di kedua sisi garis melintang dan tidak 
mengelompok dalam satu sisi. 
 










X1 = A: pH
X2 = B: Rasio




























Desirability  0,990 
X1  3,16444 
X2  10,9834 





X1 = A: pH
X2 = B: Rasio




























Prediction  1,04338 
 
 
Gambar 6. Penentuan kombinasi optimum didapat pada kombinasi pH 3,16 rasio 1:10,98 
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Gambar 4. Response surface ratio dan waktu (a) dan interaksi ketiganya (b) pada panjang gelombang 404 nm 
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 Data ini menunjukkan bahwa nilai prediksi 
sudah mendekati nilai aktual dari penelitian. 
Dapat dilihat juga pada Tabel 2. untuk data 
aktual dan prediksi dari analisa yang dilakukan. 
Pada analisa data diperoleh nilai % C.V. sebesar 
1,21% dan R
2
 sebesar 0,9934 menunjukkan 
keakuratan model yang digunakan sudah baik 




Optimasi data penelitian dapat dilihat dari 
interaksi yang terjadi antar ketiga faktor yakni 
pH, rasio, dan waktu. Interaksi ketiganya dapat 
dilihat dari Gambar 6. Penentuan kombinasi 
perlakuan optimum dilihat dari nilai absorbansi 
pada panjang gelombang 404 nm tertinggi. Pada 
Gambar 6. dapat dilihat bahwa kombinasi yang 
memberikan nilai absorbansi tinggi adalah pada 
kombinasi pH 3,16 rasio 1:10,98 dan waktu 
65,98 menit dengan absorbansi sebesar 1,0434. 
 
 
Tabel 2. Nilai aktual dan nilai prediksi 
pH Rasio Waktu Abs 404 nm Nilai Prediksi 
6 1:12 30 0,819 0,820 
4 1:12,68 60 0,817 0,815 
6 1:12 90 0,802 0,803 
2 1:12 30 0,872 0,873 
4 1:11 60 1,014 1,018 
7,36 1:11 60 0,768 0,766 
4 1:11 60 1,006 1,018 
2 1:12 90 0,911 0,912 
6 1:10 30 0,864 0,865 
4 1:11 60 1,012 1,018 
2 1:10 90 0,875 0,876 
4 1:11 110,4 0,944 0,942 
6 1:10 90 0,813 0,814 
4 1:11 60 1,013 1,018 
4 1:11 60 1,026 1,018 
4 1:11 60 1,036 1,018 
0,64 1:11 60 1,014 1,012 
2 1:10 30 0,956 0,957 
4 1:9,32 60 0,865 0,863 





Kompleksasai Ni(II)-protoporfirin sangat 
dipengaruhi oleh pH, rasio, waktu dan interaksi 
ketiganya antara ekstrak protoporfirin IX dengan 
ion Ni(II). Hasil kompleksasi optimal pada 
panjang gelombang 404 nm didapat pada 
kombinasi pH 3,16 rasio 1:10,98 dan waktu 
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